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La pn»ente invention a pour objet de nouveaux heparosanes-N.O-sulfates de haute masse moleculaire 
les compositions d heparosanes-N.O-sulfates contenant ces nouveaux heparosanes-N.O-sulfates, et les 
compositions pharmaceutiques ayantcomme principe actif les nouveaux heparosanes-N.O-sulfates de haute 
masse moleculaire. 

II est connu que les glycosaminoglycanes sont des produits susceptibles d'etre obtenus par extraction des 
tissus animaux. Certa.ns de ces glycosaminoglycanes possedent des proprietes antlcoagulantes et antithrom- 
botiques tres interessantes. Des produits typiques de cette famille sontrheparine, ses fragments et leurs de- 
d?to Tes co^ti^x Parane " SU,fate ^ ^ dermatane - su,fate ' « ui ont dependant le desavantage, du a leur origine, 
En particular, il est connu que !e dermatane-sulfate est une famille de polymeres de degre de polymeri- 
sation variable, formes d'unites repetees constitutes d'un groupe acide uronique (iduronyle ou glucuronyle) 
lltZ mSS (H.W. Stuhlsatz The Methodology of Connective Tissue Re- 

search ,(1976), 137-146). Le dermatane-sulfate naturel a une masse moleculaire comprise entre 2 10*et4 10* 
Da Ce produit est particulierement interessant comme anticoagulant et antithrombotique (F. Fernandez et al 
British Journal of Haematology, (1986), 64, 309-317). 

II est d'autre part connu (I. Bjork et U. Lindahl, "Molecular and Cellular Biochemistry", (1982) Dr W Junk 

«?r n " T a r" Ba ^ QUe 13 coa 9 u,ation san 9uine est un phenomene physiologique complexe, dont le me- 
canisme peut etre schematise et resume de la facon suivante : 
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Certains stimuli, tels que ("activation de contact et les facteurs tissulaires, declenchent I'activation suc- 
cessive d une sene de facteurs de coagulation presents dans le plasma sanguin, ceux-ci etant reperes par des 
chiffres roma.ns sur le schema ci-dessus et la presence de Hndice a designant la forme activee (indice a ore- 
sent) ou non activee (indice a absent) d'un facteur de coagulation donne 
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Gull- ou* soit la nature du stimulus, les etapes finales soni ioentiques : le facteur Xa acbve le facteur H 
^oalment aD'oele prothrombins), lequel sous sa forme activee (facteur lla egalement appele thromb.ne) pro- 
SXSSdu flbnnogena soluble avec.iberation de la fibrine inso.ub,e. constant pnnc.pa. 

dU 1^ S , a e S 9 c U onditions physiologies norma.es. des proteines regulars te.les que rantithrombine ... 

fATim et le cofacteur II de I'heparine (HCII), sont egalement presentss dans la plasma. 

( Lnt i h^e l exe e u„ e activite inhibitrice sur .'ensemble des facteurs de coagulat.on reperes par 

aplana ; « Z£ Slt,»a puisqua css deux tacun, Intarviannen, dans ,.s deux a.r„, e rss otapas ds ,a oot, 

9 n7Joir™^^^^ 

a ™f« la soTIic Moo oolactaor II da I'heparine at a raoharohar .'amplification da son aottvde ntab tnce. La 
Lrmln "at I. p St donnu possadant Paotlvita pntplltloatnoa d. ca typa. la plos ptnssama. 

^TSS^nJcolJie la donation da la cd.lne hapannlqoe principal se fait an deux etapae. Dans 

,,ami n s tau P s 0 s1 oonnu que oertaines bacteries de ,'espece Escherichia coji produisent un polysaccharide c*p- 
sula abSremem appe.6 antigene KB, qui est une famine de Pj^.^TToJiTe 359 36^ 

JSii ^Tii^^u. V^nn « ^. Eur. J. «ooh«u. (!««). 116, 359-364. -d««nd. d. 
EP t" a ° demande de brevet EP-A-0 333 243 decrit le polysaccharide K5 Osulfate (N-acetylheparosane O-sul- 

A " 0 !ademande de brevet EP-A-0 333 243 decrit aussi .a preparation d'un pentasaccharide ayant la structure 
N-acetylheparosane-O-sulfate, par synthase cheque fe ^ comme subs . 

tra^le^^^^ 

; par idelaceSation a .'aide de .'hydrazine/sulfate d'hydrazine et N-su.fatation par tra,tement du produ.t N- 
desacetyle avec le complexe trimethylamine-trioxyde de soufre. M „. harW i. k<5 C5 eoimerise 

II est enfin connu que par 5-epimerisation partielle et O-sulfatation du polysacchande K5C5-ep.rner.se 
N-dlsac^ et N-su.fate. on obtient des produits qui ont une activite anti-Xa et une acfv.te ant.-l.a v.. HOI 
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qui se situe entre celle typique de I'heparine de muqueuse st celle de I'heoarane sulfate m r«„ - a . . * 
national Symposium on Heparin and related polysaccharides. U P PS ALA, 2-6 Te^temb re 1 99 1 Abstract N °1 2l" 
Tous ces produ.ts, comme I'heparine, ontdans ieurs chaines aussi bien des structures ^lurSmnZS ?' 

" r v 9 T PeS S SU ' fUriqUeS (9r ° UPe ^ * 13 P,3Ce de ^ es hydrox y .eToHrP„Ss 
nr s ::rl« and ' qU8S ^ * ^ -s modifier son degre de polarisation 

On a maintenant trouve que par O-sulfatation du polysaccharide K5 N-desacetvl* *t w c..if=,^ ™ . 

S^SlS^^SS.rV C ? aCteUr " * 06 qUi 6St SUrprenant - via ''antithrombine HI. Plus 

.« °, « 6 fa5 °" inattendue . que 'a 5-epimerisation partielle n'est pas necessaire et cue 

Hnn L h S heparosane ;; -N.O-sulfat6s de haute masse moleculaire, objet de la presente invention se distinouent 

de I'jnventron trouvent p.us particulierement ,eurs applications comma 9 antithromooSs ' 
*j£SZ2 6 maSSe molecu,aire " telle VM'see dans la presente description pourle po.ysac- 

SSLSTnCT-T 6S N - deSac6t y' 6s - ^esacetyles et N-sulfates ainsi que pour .es hlparosa'net 
N,0-sulfates objet de ,a presente invention se refere a une masse moleculaire superieure a 1 5 1 OmSH ivot 
"It" 6 ' 9 " m,t t f ans ,adue,,e ladi * masse moleculaire est determinee avec une certa ne precision seZ 
35 ZZlTn T yqVeS C ° UranteS - L ° rSqUe ''° n 86 au Polysaccharide K5 nrtuJJi^SSJ?! 
(1981 ^ 

" . V"' , ' 243 c, - dessus sauf si diversement specifies. Toutefois la meme exore, 

£L egalement des produits ayant une masse mo.ecuiaire inferieure a ce..e du SJISIZ K5 nlrel" 

<° o^L-illl if f r- ' expre9s,on " haute ma «e moleculaire" s'applique a tout produit de type 

SSS^jS^T: le ?. fraCti0nS ' *•»—'««* N-d6sacety.es et N-su.fares ou a tout heparosan^ 
^ ^ ayant — ™'^ ,aire da - nnterva,,e entre environ 

La presente invention a pour objet, des heparosanes-N.O-sulfates constitues par des chames ou oar un 
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dans laquelle, 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N.O-sulfates, 



un groupe 
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aceryle. e: aans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate ei eventuellement up atome 
d'hydrogene. 

- G reoresente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate. 

et les se!s pharmaceutiauement acceptables oesdits heparosanes-N.O-sulfates. 
Le dogre de sulfation des heparosanes-N.O-sulfates de haute masse molecuiaire expnme oomme rap- 

charSues Sn iques de masse molecuiaire bien definie, cette masse molecuiaire etant s.tuee dans I .nter- 
vaSe 1 5 1^ eU 0 ' 0- Da. lis peuvent aussi etre constitues par un melange de chaines de masses mo.ecu.a.res 
varia ies ces masses molecu.aires etant comprises entre 1.5.10* et 4.0.10- Da. La d.spers.on des masses 
mo SaSres de ces chaines peut-etre plus ou moins importante. En effet. les heparosanes-N O-sulfates, objet 
El^H^nton peuvent etre constitues par des chaines ayant entres elles une deference de masse 
de a p esente in /en p contraire, seulement par des chaines ayant entre elles 

un° ^ en e de mass mSaire d environ 300 Da. ce P ui correspond a une unite de structure uronique 
racld- Sucuronique ou ses derives) ou de structure glucosamine, ou encore des chaines ayan entre elles 
StSlS^S^ molecuiaire Urieure a 300 Da dans le cas ou les heparosanes-N.O-sulfates resul- 
Int J^f^nSSn chlmlque II est aussi evident qu'en fonction de la constitution de chaque heparosane- 
SSlSarST^St oes chaines ayan, soit la masse molecuiaire la plus faible. soit la masse 
molecuiaire la plus haute peut correspondre a n'importe quelle valeur compr.se entre 1.5.10* et 4 0 10 Da. . 
Te te^me envimn" ndique des poids moleculaires tres proches des valeurs annoncees. et ,. est u ,.,se pour 
ne pas se Zto a ces valeurs precises. Cela se justif ie par les difficult rencontrees ors de I'eva.ut.on des 
poid's moleculaires et par la dispersion des resu.tats que .'homme de Part peut obtenir, due a la prec.s.ondes 

25 m " h Ce^^ 

dans Zitrd saccharidique de formu.e I, represente pour certaines positions un atome d'hydrogene et dans 
27L^2Z2^n groupe sulfate. De la meme maniere, E represente dans certaines umtes d.sacchan- 
diques un groupe acetyl' et dans le reste de ces unites, un groupe sulfate ou eventue.lemen un atome d hy- 

30 drogene. Les unites disaccharidiques des heparosanes-N.O-sulfates. peuvent done ne pas etre toutes .dent. 

qUeS La formuie I represente une structure repetitive disaccharidique formee par une unite glucosamine et une 
unite acide D glucuronique. Lesdites unites peuvent etre inversees, plus particular ement s , I on co s .dere que 
^Tructure disaccharidique de formuie I est repetee n fois et que I'unite non reductrice des cha.nes peut-etre 

35 id^S^^n.Tnlt* glucosamine, telle que representee dans la formu.e I avec un groupe hydroxy 
2 dST cette uni t J d e glucosamine etant sulfatee ou non. soit un acide D-g.ucuronique contenant even- 
tue em n une double liaison en position C4-C5 et etant sulfate ou non. L'unite reductnee peut-eb, , mdrffe- 
emmTnt soit un acide D-glucuronique. tel que represente dans la formuie ., subst.tue par un ■ ^»n« »« r 
3aene anomerique so* une glucosamine. Les composes preferes de ('invention sont const.tues de cha.nes 

40 ^ZZ^Z^oes et non reductrices sont des un.es uroniques su.fatees ou non. de la g.ucosa- 
mine sulfatee ou non ou de la N-acetyl glucosamine sulfatee ou non. 

" Coml dans ,e cas de .Sparine et sauf indication contraire, on entend par les termes "po.ysacchande 
K«V Pt -heoarosane-N O-sulfate" referes aux produits. les produ.ts sous forme de sel de sod.um. 

Se.on unTt"de?es aspects, la presente invention a pour objet un precede de preparabon d'heparosa- 
a* nPQ n O-sulfates de haute masse molecuiaire caractense en ce que : 

(0 ^o^oumet un pro duit de depart constitue par un po.ysaccharide K5 N-desacetyle. N-su.fate. ou par 
imp Hp cpc fractions a une O-sulfatation, 

(iO sort on soumet un produft de depart constitue par un polysaccharide K5 N-desacety.e ou par une de 
esSctionsTune N O-sulfatation partie.le suivie eventuellement d'une N-sulfatation totale pu.s I or , .so- 
e e pr^uit ainsi obtenu et on le transforme eventue.lement en un sel ^7^^^^^ 
On utilise comme produit de depart, des produits qui ont une masse molecula.re compr.se dans I nter/alte 
d'enSmn Tc 1* Tendon 2 0 10* Da, pour preparer des heparosanes-N.O-sulfates objet de la presente ,n- 
^ZZk^LTZ^^ "ne masse molecuiaire d'environ 2,0.10- Da. on obtient 
N O-sulfate. ayant une masse molecuiaire d'environ 4.0.10- Da. La deference de masse .nd.quee entre les pro- 
« Hn.tQriPdeDartetles heoarosanes-N.O-sulfates. est due a la N.O-sulfatation. 

'"'la p££ TJ^Z a aussi plus particulierement pour objet un precede de ^T^^SL 
tion contenant 70 % a 100 % d'un heparosane-N.O-sulfate de haute masse molecula.re. objet de la presente 
invention, caracterise en ce qu'il comprend la sequence des Stapes su.vantes : 
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" ^^L 60 ?™ d ' Une S ° UChe d ' Escherichia ^' (K5), pour former un N-acetyiheparosane (polysaccha- 
ride K5) de haute masse moleculaire, 

" ^^^TV 1 Pu / if icatlon du N -acetylhe P arosane forme pour obtenir une composition contenant 
I n *L ♦ * « « ™ ^ ac6t y ,h6 P arosane constitue par un melange de chaines de masse moleculaire entre 
1,0.10* et 2,0.106 Da, caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule II : 



CH 2 OH 




00 



NHCOCH3 



eta£ec : desacetylation de cette composition de N-acetylheparosane pour obtenir une composition 
contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue par un melange de chaines de masse moleculaire 
entre 1,0.10* et 2.0.10* Da, caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule III ■ 



CH 2 OH 

I 



O 




(in) 



dans laquelle R' represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyle. et dans les 
30 unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene, 

- etape d : 

- soil une N-sulfatation totale ou partielle pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 % d'un 
S n!^" 6 N ~ Sulfate constitu6 par un melange de chames de masse moleculaire entre 1,0.104 et 
2,0.106 Da caractens6es par une structure disaccharidique repetee de formule IV : 




(IV) 

NHE OH 

dans laquelle E represente dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques un groupe acetyle et dans les 
unites disaccharidiques restantes un groupe sulfate et eventuellement un atome d'hydrogene 
cette etape de N-sulfatation partielle ou totale etant suivie dune etape de O-sulfatation partielle ou 
totale, 

- soit une N.O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane 

- soit une N,0-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-sulfa- 
tation totale, 

et comporte eventuellement une ou plusieurs etapes de fractionnement des masses moleculaires effectuees 
a la fin des etapes a, b, c ou d. 

Comme produit de depart, on peut utiliser un polysaccharide K5 N-desacetyle, N-sulfate tel que celui decrit 

par M. Kusche et af (Biochem J. (1991), 275, 151-158). 

Un autre produit de depart avantageux, est un polysaccharide K5 tel que decrit dans EP-A-0 333 243 
Un produil t de ^depart particulierement avantageux est un polysaccharide K5 obtenu par culture d 'Esche- 

nchia cohSEBR3282. Cette souche est une souche derivee de la souche Bi 8337-41 (01 0: K5:H4) ATCC 23506 

6 
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(decrite not.mm.nt oar D.S. Gupta et al FEMS Microbiology Letters. (1982). 14. 75-78 et W. Vann Eur. J. Bio- 

ChS Ta sauZ SEBR 3282 repond positivement au test de typage par le phage K5 specif ique. 

selonZ"^^^ ( 1984). 19, 2. 264-266). I. s'agit cone b.en ^ne souche 

5 S coii <K5>. Cette souche a ete deposee aupres de la CNCM de I'.nst.tut Pasteur. Pans. France^sous 
fe S N"M013.On peut aussi utiliser un mutant, soit spontane soit in^de cette JJ«^conjjj auss, c a ttes 
ouches d-scherichia coli (K5) appropriees par exemple la souche Bi 626-42 (C12.K5(L).NM) ATCC ^t>ua. 
S ° Pourt^SSfnTun N-ace^.heparosane de haute masse mo.ecu.aire utilise comme mat.ere premiere 
pourVh^synthese chimique des produits de Invention, un milieu de culture nche en glycero. est ut.hse de 

10 ^cuLTe de"a° souche ^' Escherichia coM (K5) est continuee de preference au moins deux heures apres 
c a rrs» rip la rroissance de la biomasse (environ 25-35 heures d'age en fermenteur). 

A Sape b S emen et la purification du N-acetylheparosane, pour obtenir une composition contenant 
70 % a 00 % d'un" Tacetylheparosane constitue par un melange de chatnes de masse mo.ecu.aire entre 

, S 10 V et 2 0 Oe Da . caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formu.e .1. sont real .ses par 
un precede comprenant au moins une etape de precipitation et une etape de chromatography d echange 
0 "on Cette Ziere etape estrealisee en uti.isant de preference une co.onne Q-Sepharose ou une co.onne 
SauWalente La precipitation est effectuee par un solvent organique approprie. et notamment un a cool, de pre- 
Znt v^^e ce precede, ,e N-acetylheparosane peut-etre sous forme de set, de preference sous 

20 '""A 6 ^d'exempt on peut schematise le precede prefere d'isolement et de purification comme suit : 

- 6tape a t : Precipitation parl'6thanol, 

- 6tape b, : Diaiyse, 

- etape Cl : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etaoe di - Purification par chromatographic d'echange d'anions, 

- etape e\ :' Precipitation par i'ethano. de .'e.uat obtenu par.'etape d„ deshydratation. sechage et broya- 

Co 9 ncernant les stapes a„ b„ C I'ordre avec lequel elles sont effectuees importe peu. Une des etapes a, 

° U °aZT* TpStation par I'ethano, n'est pas indispensab.e. .I est possible d'isoler le N-acety.hepa- 
rosane par d.:ut!es methodes comme par exemple par evaporation sous vide de I'e.uat. obtenu par I etape 



25 



30 



d. 



V L'iso.ement et la purification du N-acetylheparosane, pour obtenir une composition ^"ant 70 % MOO 
o/o d'un N-acetylheparosane constitue par un melange de chaines de masse molecula.re compnse entre 1 ,5.104 
35 et 2.0.1 06 Da environ peut aussi etre effectuee de la maniere suivante : 

I elape b' : Purmcation en milieu acide, e.imination des impuretes insoiubles dans des solutions aqueu- 
sesde pH 3,5 et pH 1 ,8, 

- etape c\ : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 
40 - Stape d', : Hydrolyse alcaline et diaiyse, 

- 6tape e', : Purification par chromatographic d'echange d'anions, 

- etape f, • Purification par chromatographie d'exclusion. 

Ce procede d'isolement et de purification est aussi un precede prefere de I'inventiorv 

L'hydrolyse alcaline est effectuee avec une solution de NaOH. a une temperature compnse entre 30 C et 

45 8 °° C En appliquant les precedes d'isolement et de purification, on peut utiliser comme produit de depart soit 
la suspension obtenue a la fin de la culture et dans ce cas une filtration prealable est necessa.re so.t un produ.t 
51 esX sournis a^une purification preliminaire effectuee selon un procede qui comporte les etapes su,- 

50 VanteS etape a", : Centrifugation de la suspension obtenue a la fin de la culture, 

- etape b", : Mise en contact du surnageant avec une solution alcaline. 

- etape c", : Pref iltration, ., 

- etape d", : Concentration sur membrane de seuil de coupure determine, et eventuellement, 

- etape e", : Diaiyse. 

55 Comme solution alcaline, on peut ici aussi utiliser une solution de NaOH. 

De maniere preferentielle, on procede a une purification preliminaire du produit obtenu a la f ,n de la culture, 

Se,0 Ll a s Tel';™ ~e et non reductrice des N-ac*ty,heparosanes de formule .- tels qu'obtenus 
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selon le precede decrit ci-dessus et en utiiisant la souche d^soherichia coli SEBR 3282 ou une autre souche 
appropnee comme indique precedemment, sont des unites uroniques ou de la N-acetylglucosamine 
Dans la majonte des chaines, rextremite non reductrice est une unite uronique de formule (a) ■ 




(a) 



OH 



L ennchissement eventuel de la composition obtenue en N-acetylheparosane, constitute par un melange 
de chaines de masse moleculaire entre 1,5.10- et 2,0.1 0* Da, ayantune structure disaccharidique repetee de 
formule II. peut-etre effectue a des degres divers et notamment jusqu'a I'isolement dudit N-acetylheparosane 
L ennchissement est realise par la mise en oeuvre de techniques classiques de fractionnement des masses 
mSq? Ill 3 olToT ? c ^ romat °9 ra P hie de Permeation de gel et ^ultrafiltration (A.A. Horner. Biochem. J., 
(1989), 262 953-958 : G. Pyier et al, J. Biol. Chem. (1988), 263, 11. 5197-5201 et U. Lindahl et al, J. Biol. 
Chem., (1984), 259. 20. 12368-12376). On peut aussi utiliser la methode de fractionnement ethanolique (De- 
mande de Brevet EP-A-0 287 477). Cette derniere methode de fractionnement est particulierement appreciee 
parmi d autres methodes envisageables. 

Al'Stape c, la desacetylation partielle des compositions contenant 70 % a 100 % de N-acetylheparosane 
qu. condu.ta I'obtention des compositions contenant 70 % a 100 % d'un heparosane de haute masse mole- 
cula.re const.tue par un melange de chaines de masse moleculaire comprise entre 1,0.10* et 2 0 10* Da ca- 
ractensees par une structure disaccharidique repetee de formule III, indiquee ci-dessus, est realisee par un 
traitement avec un agent desacetylant. 

Comme agents desacetylants on peut mentionner le pentasulfure de phosphore, le fluoroborate de trie- 
thyloxon.um, la soude ou I'hydrazine. ces deux derniers agents etant particulierement apprecies. On peut aussi 
ubliser les ac.des mineraux forts, tels que I'acide chlorhydrique, I'acide sulfurique etc.. La duree de la reaction 
depend I des conditions operatoires choisies et notamment de la temperature et de la concentration de I'agent 
desacetylant dans le milieu reactionnel. 

L'enrichissement de la composition de I'heparosane en heparosane constitue d'un melange de chaTnes 
de masse molecula.re comprise entre 1,0.10* et 2.0.10* Da, caracterisees par une structure disaccharidique 
repetee de formule III. est realise par la mise en oeuvre de techniques classiques de fractionnement des mas- 
ses moleculaires mentionnees ci-dessus (chromatographie de gel permeation, ultrafiltration et fractionnement 
par des solvants organiques miscibles a I'eau et notamment fractionnement ethanolique). Dans ce cas il est 
poss.ble d obtenir des compositions contenant 90 % a 100 % en masse d'un heparosane constitue par un me- 
lange de masse moleculaire entre 1.0.10* et 2.0.1 0* Da, ayant la structure disaccharidique repetee de formule 

. S ^!°? I 3 M emi ,!! e V3riante dS '' 6tape d ( N - sulfatati °n Partielle ou totale suivie d'une O-sulfatation partielle 
o« «f } ;«v ™ °" 6St effectuee selon des methodes connues (M. Kusche et al. Biochem. J. (1991) 
275.1 51-1 58). Plus precisement, la N-sulfatation est realisee a I'aide d'un complexe de trioxyde de soufre avec 
une base organique telle que la trimethylamine. la triethylamine ou la pyridine. Elle peut aussi etre effectuee 
Par l! C /'e^ ( : lf ° niqUe e " SOluti ° n danS ,a pyridine ' ° n utilise avantageusement le complexe trioxyde de 
S °l oSS 3) ™ trim§th y |amine - et la faction de la N-sulfatation est realisee a une temperature comprise 
entre 20 C et 80 C en milieu aqueux aicalin. A la f in de la reaction de N-sulfatation, le produit ainsi obtenu est 
prec ipi te par addH.on d'une quantite adequate d'ethanol. Le precipite forme est repris avec de I'eau ultra-pu- 
nfiee^ d.alyse centre celle-ci, lyophilise et seche. Ce processus de purification est donne a litre d'exemple et 
n exdut pas des precedes equivalents. Les etapes de purification peuvent etre repetees plusieurs fois 

Par la suite et selon le precede de ('invention, avant I'etape de la O-sulfatation. ('heparosane N-sulfate 
est transforme de preference en un sel de base organique ou en un sel d'ammonium quaternaire. Pour la for- 
mation du sel d ammonium quaternaire on utilise, de maniere preferentielle. I'hydroxyde de tetrabutylammo- 
mum. 

La reaction de O-sulfatation est realisee dans le formamide ou un autre solvant, chimiquement equivalent 
? t I? 1 " eXemP f com P |exe de tri oxyde de soufre avec une base organique telle que la trimethylamine, 
la triethylamine ou la pyr.dine ou encore a I'aide de I'acide chlorosulfonique en presence de pyridine On utilise 
de preference un complexe trioxyde de soufre-pyridine. La reaction de O-sulfatation est, en general effectuee 
a une temperature comprise entre 10°C et 50°C. 
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dium jusqu'a obtent.on dune so.ut.on de 0.3 M a 0 5 M I e NaCK pu . . . on 

precede ensuite a une punf .canon < e * J^*^ £ J ^.cipite avec de rethanol. ie precipite forme 
reprend le precip.te avec une so ut.on a NaCI 0 .3 M a0.5 M_on rep P 4 et s6cnf§ . 

<W equivalents. La puriftaatida peu, tn '^^^^^ tfma ^. 0 ^m» de masse 
,„ mlLlaires. da* mendonn.es.., as, ,n» =t .«£*m ^™^on p.«ie,,e da ,a co^ 

, 5 maniere preferentielle I'hydroxyde de wtrabutyiammonium. g84 
,,tape de .a N^su.fatatUjr ' po.aire, 
728 du 10.11.87 (correspond, n a '^■"^f | 1 .^^ W p h09Dhoram ,d. ou lacetonitri.e ou un me- 
tel que le dimethylformam.de, le dimethylsu Ifoxyde, I ™ x ^ et ^ p g soufre avec une base organique, 
,ange de ces solvants, a .'aide par example d ^ complex e de chlorosul . 

25 entre6 h et 14 h. r£ action de N O-sulfatation partielle, la composition de 

LOT S da pmcedd da la P™P«*°J » ?<rlTS^N.£««M 0*. da la pre.ente Invention. 

s;7.~rr^:;r.rar^ 

N "tSd.7CT£S™^ 

«, addition da chiarpre da sadipm. lusqua rob,.n.,op d 'urev »" ' » « " h ^„ da sodiam 0.3M1 

d'ethano,. La ptiaipit* formd as, ensu*. ram* an Sdluljor ^dans * ,.. d , Misi , „ 

S^ ga. : - 

45 Si ° U f S d ^™.rN n ^l^b^tT,Xn» Invents a,..a domposidons d'hep.ros.ne.N.O-su,. 

55 " tXdddi. pr«.*a de Invention add, ,es ^^^T^^^^^Z 
^tr^Z^'^Z^rZ SeL* aompdse ends ,, W 
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et 2,5.10 s Da. 

moirf^T aUtr6S Pr ° dUitS ***** de rinvention - on Peut citer les heparosanes-N.O-sulfates constitues d'au 
moms 70 % en masse de chalnes de masse moleculaire comprise entre 2.0.10* et 10* Da ° 0nSt,tUeS d au 

S r»»in„ e n Pr0Ce i* d '° t * ention des heparosanes-N.O-sulfates decrit ci-dessus ainsi que les methodes de ourifi 

Z ? Ln!l Lh fP? nn f e ' fabncat '°". structure, proprietes. analyses", J.P. Duclos, (1984) pp. 81-83 Masson 
Ed. - France), sort d'autres sels d'heparosanes-N.O-sulfates, soit des heparosanas-N O-sulfates non sllif^ 

nn e c L !fh i ? P K ar0SaneS " N :°" SU,fat6S ' ° bjet de la pr * sente invention - Possedentdes proprietes pharmacoloai 
ques et b.ochim.ques interessantes et tout a fait surprenantes par rapport aux enseignements^e I ar Tnter eu 
Notamment, contrairement aux produits sulfates de I'antigene K5 decrits dans ie brevTt EP-S 33 24 oui 
15 ont une activite antiangiogenique et antitumors ou meme encore une activite com? es vJus envelopes 

i ^ h P , P ° aVOrab ' e de C8S 3CtiViteS par rapport aux P r °P^ anticoagu.antes, les h/parosant-N o 
sulfates de .a presente invention possedent une bonne activite regulatrice de fa laS CeZ lS^t 

eTc^T^ 

20 a J^lT^T*^ '' aCtiVite an,i -" a ' AT '" ° U HC " ^P^ndante. de produits represents de Invention 
60 2 2?5T 86 1" ,e V n * thod " decrites P ar D - Dupouy et al dans Thrombosis and Haemos Js n Z 

(1978) U 2 f ? !! ^ '' h6Parine (HC,,) 61 P3r M - L LarSen et al dans Ptosis S 

(1978), 13, 2, 285-288 pour I antithrombine (ATlil) 

le dVmtir £7 chrom °9- e - C °™* i. possede .'activite anti Ha HCI. dependante la p us tte 

so ^S^SSSS 6XPnme " ^ ^ dermata " e - SU,fate < DS > ***-"«» en activite a 1 mg du 

sssmt mes d u T r ion ,e test ^^^'^-is^i 1 ^^ 

35 f ;.n h , Pr0dU ' tS teStSS ° nt m ° ntr6 une activite anti - ,la HCII dependante nettement supfctoum 

a ce!x 21 d ^ matene - SU,fate - L ' activite -""-"'a AT.., dependante et le titre de Yin- W ess.er S^EEES 
a ceux des hepannes. se sont montres superieurs a ceux du dermatane-suifate. Leur titre en APTT estd PeT 
v,ron 2 a env.ron 1 5 fois superieur a ce.ui do dermatane-suifate. et peut atteindre 40 % 

fi™ i h6par0San ^ N>0 - SU,,ateS de rinvention P^sentent done une specificite d'action et une a San ' 
ticoagulante particulierement interessantes. activite an- 

W h eP a ^anes-N.O-sulfates de la presente invention sont tres peu toxiques ; leur toxicite est parfaite- 

ment compatible avec leur utilisation comme medicaments parfarte- 

na J^M ^ S 't te , nd ^ nC ! USSi 3UX com P° sitions Pharmaceutiques renfermant comme principe actif un he- 
parosane-N.O-sulfate, objet de la presente invention, un de ses sels. ou une composition d'heparosane N O 
sulfate contenant au moins 70 % de cet heparosane-N.0-su.fate ou Fun de ses sels. en assocTon avec un 
ou plusieurs vehicu.es pharmaceutiques appropries. association avec un 

^^? h ^ n ! P0 . Siti0nS PharmaCeUtiqUeS S ° nt UtBeS notsm ™nt PO"r'e traitement. a titre preventif ou curatif 
destroubtesdelaparoivasculairetelsquerathemscler^eetrarterioscleroseetdesetatad^ 

P T r mP J e . a ' a SUite d ' operations chirurgicales. de deve.oppements tumoraux o de SSglemente 
de la coagulation induits par des activateurs enzymatiques, bacteriens ou viraux cJereglements 
La posologie peut largement varier en fonction de I'aqe du Doids et d*» r*tst h«, h.. . ^ 

nt^n 2 : a d S ^ ? ,,affeCti ° n ainSl dUS de 13 V ° ie < ^ 0?SSi 
nistration soit d une ou plusieurs doses d'environ 1 mg a 1 g par jour de orefSrence ri>nvilr, Z!^nn 

par jour par exemp.e de I'ordre de 200 mg par jour par vole' K2eu Se ^lo^u^Le en a7 

S5 Tpb™ 8 ss: ou * interva,,es r6gu,iers - soit d>une —j—! d e ro^rdrrm^ 6 ;^ 

etde^i^^S CHadUe PatiSnt e " f — daa observes 

Les N-acetylheparosanes (composes de formule II). les heparosanes (composes de formule III) et les he- 
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I'extremite reductrice, une unite 2,5-anhydromannitol de formule (c) : 
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(C) 
"cH 2 OG ' 



dans laqu.ll. G" repute un atome d'hydrogene lorsque '^epo'ym^ n^ pas suivie d'une ^ 
mente ayant * .Semite reductrice une unite acide 2.5-anhydromannomque de formuie (d) . 



CHoOG 

^-9 



(d) 



COOH 
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oar elm^'St? 3 H° n ^h™"! ^T^*™* §tre effectue§e d <* Rhodes enzymatiques comme 
par exemple celles indiquees dans les demandes de brevets EP-0 244 235 et EP-0 244 236 

Les methodes de depolymerisation indiquees ci-dessus sont donnees a titr* H'a» mn i ae ^ _ 
(comaSde farZI' b 1! h 88 ' P0U '°' ,ie ', '' U " IS, " 0n N -»«y»«Pa™san. 5 de haute mass, ™ie cul aee 

rrnntfnST? '^S? !■ aUSSi P ' US P articu,iera ment pour objet, I'utilisation d'heparosanes N-sulfates 
£ a Z^ f™?." ,V)> d h «P ar °^n^-N.O-sulfates (composes de formule I) pour la preparation apS 
fragmentation, des heparosanes-N.O-su.fates de faible masse moleculaire, inferieure a 1 5 0- D f et notam 
ment comprise entre 1,5. 103 Da et 1,5. 10* Da. etnotam- 

Lorsque Ton utilise, lore de la fragmentation comme produits de depart, les composes de formule iv i«c 
heparosanes-N.O-sulfates de faible masse moleculaire sont obtenus en soumeLS ^h7parolan^s N suit 
es de f.,ue masse moleculaire obtenus par la fragmentation des produits de formJ IV ^sTfune N ill" 
fata .on partiel.e. soit a une N,0-su.fatation partiel.e suivie d'une etape de N-s«n Z e ' 

L inventran est illustree par les exemples ci-apres. 



PREPARATIONS 
PREPARATION I 



Preparation d'un N-ac etylheparosane de haute masse moleculaire fProced., I. 

30 lt^j;js\:r ebe bacterlenne Escherichiaco,i < K5 > et «« du N . 

On ensemence 400 ml du milieu B, de composition precisee dans le tableau I ci-apres avec la soucHp 

35 et^ ln' h ERR " ?fl? (d ' POS§e 3UPr6S de ' a CNCM de nnStitut Paste -' P-is France sous!e No M01 3) 
as et on incube sous agitation pendant 2 h a 37°C. ' 

.on,!;^? 0 " 1 ^ ° bte T Ue 6St a, ° rS transfer6e dans u " fermenteur de 18,5 I contenant 11 I du milieu A de 

On poursuit la culture dans les memes conditions de temperature, de pH et de pression partielle en oxv 
gene jusqu'S consommation quasi totale du glycerol Le suivi de la DO n - finn „ mt h, ^ f ^" 

i-,r^r.:re^ 
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TABLEAU I 



Composition et preparation du milieu A et du milieu 



MILIEU A 



Dans 900 mi d'eau ultra-purifiee dissoudre dans I'ordre 

NTA (acide nitrilotriacetique) __ 

K 2 HP0 4 . 



Acide glutamique 

MgCI 2 , 6H 2 0 

K2SO4. 



FeS0 4 , 7H 2 0 
CaCI 2l 2H 2 0_ 

NaCI , 

KCI 



Solution d'oligo-elements (cf. Tableau II). 
Glycerol . 



1000 


mg 


790 


mg 


11000 


mg 


500 


mg 


450 


mg 


18 


mg 


2 


mg 


500 


mg 


5000 


mg 


1 


ml 


10000 


mg 



Ajuster le pH a 7,2 avec de la potasse concentree de densite 1 ,38 et completer 
£ 1000 ml avec de I'eau ultra-purifiee. Effectuer une filtration sterilisante sur 



membrane de 0,2 vrc\ 



Solution de glycerol 

Dissoudre 50 g de glycerol dans une quantite adequate d'eau ultra-purif.ee et 
ajuster le volume a 1000 ml avec le meme solvant. Effectuer une filtration 
sterilisante sur membrane de 0,2 pm. 

L'anti-mousse employe en cours de fermentation est le Struktol J 673 (Schill et 
Seilacher®). 



MILIEU B 

La preparation du milieu B est identique a celle du milieu A, a la difference 
pres. qu'il convient d'ajouter en plus le tampon (pH 7,2) : 
acide 3-morpholinopropanesulfonique (M.O.P.S.) apres addition de I'agent anti- 

mousse. 
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TABLEAU II 



5 Preparation de la solution d'oligo-elements utilise dans la 

preparation du milieu A et du milieu B 

dans 800 ml d'eau ultra-pur ifiee dissoudre (dans I'ordre) ■ 

10 H 3 B °3 _ 5 00mg 

Na 2 Mo0 4 .2H 2 0 , 

^SH 2 0 11850m ^ 

» CuS0 4 ,5H 2 0^ _____ _ 5m 

ZnS0 ^ 7H 2° _____ 2000mg 

A,C, 3' 6H 20 . 2410mg 

2o Ajouter 100 ml d'acide chlorhydrique de densite 1,19 at completer a 
1000 ml avec de I'eau ultra-purifiee. 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement da haute masse moleculaire : 

2a Etape a - Precipitation ethanolique : 

a 4-C pe'noalTt TiO** " ' d ' 6than °' * 95 % ™ * °" ^ to ™' an9e pr§dpiter et d6canter 

rfa nc°" 6,imina ' e , surna 9 eant P ar Pompage, puis centrifugation, et on reprend le culot de centrifugation 
dans environ 1 I d'eau ultra-purifiee. a 
30 Etape b - Dialyse : 

On dialyse pendant 24 h la solution obtenue a I'etape precedente placee dans un boudin NOJAX 40 
compose d une membrane a base de cellulose et de porosite 24 A, centre de I'eau ultra-purifiee (1 volume 
de solution/6 volumes d'eau, renouveles apres 2 h, 8het16h). 

Cette ° p6ra * i0n Permet d ' e,iminer les P etite s molecules presentes dans le milieu de culture, telles que 
35 sels, sucres, acides amines, oligonucleotides et oligopeptides. 

Etapec - Precipitation, deshydratation et sechage : 

On ajoute a 1 volume de la solution dialysee, 0,5 M de NaCI et 4 volumes d'ethanol. On laisse se for- 
mer to prec.p.te pendant 5 min. a temperature ambiante. On centrifuge a 5000 g pendant 20 min 

On reprend les culots de centrifugation dans I'ethanol, on agite la suspension obtenue, et on la laisse 

"X/IT 1 "J temp6rature ambiante - ° n *P* e les operations de centrifugation et de mise en 
suspense. On centnfuge a nouveau a 5000 g pendant 20 min. On seche les culots de centrifugation ob- 
tenus dans une etuve sous vide a 40°C pendant 24 h. 
Etape d - Broyage en poudre : 

45 etJf! "Sf* de t centrif "9 ation secs sont c^yes a I'aide d'un mortier dans des conditions anhydres. 

45 _P_-Chromatographied'echanged'anions: 

Tris HCllSmMntfyf 8 "f'S?*!? da " S tamp ° n appe,a tampon D * de composition 

ins-MCI 20 mM pH 7,5, a raison de 100 ml/g. 

ma J" 3 !°' Uti ° n ° btenUe SSt enromatographiee sur une colonne d'echange d'anions forts comportant une 
50 P^mJi^f 086 aVeC , deS 9rOUPeS ammonium quaternaires (le "Q-Sepharose fast flow" de 

so Pharmacia®) prealablement equilibree avec le tampon D, a raison de 50 ml de gel pour 1 g de poudre 

, iw *Za 961 aVe ° Une qUantit6 suffisante de ta "Pon D pourle retour a la ligne de base de la detection 
UV a 214 nm, puis avec une solution de piperazine 25 mM dont le pH a ete ajuste a 3 5 

«i ^TJ?v T a ° lutionde pH 3 ' 5 a y ant une composition : NaCI 0,5 M et piperazine 25 mM. L'eluat 
est neutralise a I'aide d'une solution de NaOH 5 N. 

55 Etape f - Precipitation, deshydratation, sechage et broyage : 

,° n K? P6te Jl S oparations decrites dans ,es eta P«s c et d chdessus, sans ajout de chlorure de sodium 
Le N-acetylheparosane obtenu a I'issue de I'etape f, est appele lot A. 
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3) Cauterisation du N-acety.heparosane obtenu a .'issue des differentes etapes de purification : 

de resonance magnetique nucteaire (RMN) 
Les spectres RMN du proton et du oarbone «C sont compares a ceux du N-acety^heparosane decrit par 
W. F. Vann (Eur. J. Biochem 1™%!)! M^Mheparosane du lot A conf irme I'identite chimique du produit 
petees de p-D-glucuronyl-1.4-a-N-acetyl-D-glucosaminyl-(1,4). 

10 petermln^^ 
Premiere methode 

„ La repartition des masses moleculaires est determinee par HPLC dexclusion dans les conditions suivan- 

tSS ^ colonne constitute de billes de silice de diametre 10 et de porosite 250 A. 
. Eluant: solution aqueuse de sulfate de sodium 0,5 M. 
* Debit : 1 ml/min. 

20 ♦ Detection UV a X = 205 nm. H-niimwaeeharides derives de I'heparine. de masses mo- 

' -S, 3,30. *r,™, S S 55 , ,0033. 

leculaires et notamment supeneures a 5.10 4 Da. constater que la distribution est 

Le profil dilution de ia chromatography ^"^^'S^SI, pondera.e au moins ega.e 
polydispersee et qu'elle comporte un p.c majonta. e a envron 2. 1 0 Da. Une tra 
I 70 % du lot A possede one masse compr.se entre 1,0.10 s et 3,0.10 Da. 



30 



35 



Deuxieme methode 



Les resultats ont ete verifies par HPLC d'exc.usion en utiiisant un detecteur par diffusion de lumiere. 
^SSST: Systems compose d'une pre-colonne et de trois co.onnes successes . 



- PL-Aquagel-OH® (pre-colonne) 

- PL-Aquagel-OH 40® 

- PL-Aquagel-OH 50® 

- PL-Aquagei-OH 60® 

40 * Eluant : Solution aqueuse de NaN 3 400 ppm 

Debit : 1 mWmin 



45 



50 



* Temperature ambiante . . . M 

* Detection - Couplage refractometre differentiel/diffus.on de la lum.ere 

La Zonse du detecteur de masse (diffusion de la lumiere) est proport.onnelle a . 



C x (dn/dc) 2 x Mw 



C = concentration 

dn/dc = increment de Pindice de refraction 



55 



= masse moleculaire moyenne - refractometre difference! en tenant 

' Le calcul du rapport dn sur dc a ete effectue a part, des ^^^^^SSo^. 
compte de celles de deux echantillons de f^^^^ZTo % du tot A possede une masse 
Cette methode a confirme qu'une fract.on ponderate au ™ ™^™*™o™taa r a P L d'exclusion du lot 
comprise entre 1.0.10* et 3,0.10* Da et que le prof.l d'elut.on obtenu apres chromatograp 
A, comporte un pic majoritaire a environ 210000 Da. 
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Sujvi de la reyar^^es masses mol ecul aires par electrooh^ polyacrylamide 
Dosage des acides uroniques 

de 2 P 2°M U l e , e r g : ^ Pr ° dUit PartieMement « obte - * «'-ue de l etape f ina.e a un taux d'acide uronique 
Spectroph otometrie dans le domaine ultraviolet et visible 

olacee* dTnt 0 " 2* ?' diSS ° US danS * '' eaU U,tra -P"**e et la solution obtenue (C = 1 mg/ml) est 

conttnSde1%S " PartiCljMer ** '* 1,336 de ,, - b "'* fa " * 256 "<"• *- " A 

Dosage des proteines total es 



Le kit "protein assay" commercialise par BIORAD® est utilise pour doserles oroteines totaled I * 

S£STS2^ sur i n ait que ,a lonsueur d ' onde du maximum ^^SS^^'SS 

?«isrrr^ , s; de 465 nm a 595 nm - ,orsque des proteines * <~ 

*o Le taux de proteines totales du lot A est inferieur a 1 r 5 %. 

Dosage des groupes amino fibres (NH 2 ) 



50 
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groupement amino libre 

Le lot A a un taux de NH 2 de 0,1 nmole/mg. 

PREPARATION N 

Preparation d'un N-acethylheparosane majoritairement de h aute masse molecuja^ (Precede »n 

2^ bact6rlenne — (K5) et s6paration d ' un c -<— < - n- 

La culture de la souche Escherichia cpji SEBR 3282 et la separation d'un f iltrat contenant du N-acetylhe- 
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parosane ont ate reaiisees selon la methode decrite dans ia Preparation I. 

2) .so.ement at purification d'un N-acety.heparosane majoritairement de haute masse mo.ecu.aire 

^5 m^f Srat sont soumis a une dia.yse se.on le precede decrit dans la ^^^^S- 
at purSatn d< un N-acety.heparosane majoritairement de haute masse mo.ecu.a.re. Etape b}. Apres d,a 
lyse on obtient environ 1020 ml de solution punfiee. 

On neutralise ensuite la solution a faide d'une solut.on de NaOH 5 N. 

"y^nrrr^:=^- — — - — 

. r«« H- NaOH 0 25 N On maintient la solution ainsi obtenue 2 heures a 50 C. 
solution de NaOh U.zo in. un maun c sournet ensuite la solution contenant le 

d'un N-acetylheoarosane majoritairement de haute masse moleculaire, Etape b]. 

Apres diaiyse, on obtient environ 990 ml de solution. 
Etape e - Chromatographie d'echange d'anions ^'PnTActde triton X-100 (Pro- 

,s ^.C^'!^^ - NaCI °- 5 M - puis - p,6cipi " par4 

"'"rlTsot vide a 40-C. On eb*»« aipei environ 9.85 » de N-acevvihepardeane. 

Etape f - Chromalographie d'axduaion M.nque n ^ 

■TtSi^^^^^K- d^ano, OP ,av. ,e **» ton- a, on pdcde a 
40°C sous vide. 

45 On obtient ainsi 3.90 g de N-acetylheparosane (lot B). 

3) Cauterisation du N-acety.heparosane obtenu a .'issue des differences etapes de purification 

Spectre de resonance maan6tiaue nucleaire RMN 
50 Uet.de des spectres RMN du proton et du carbone «C obtenus avec cet N-ac^arosane conf irme 

ridenmfchimTque'du produit au N-acetylheparosane decrit par W. F. Vann (Eur. J. B.ochem. (1981) 116. 
364). 

55 D^na^^ 

' La repartition des masses mo.ecu.aires est determinee par HPLC d'exdusion 

utilises pour ia determination de la repartition des masses moleculaires de N-acetylheparosanes 
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dans la Preparation I. Une fraction ponderafe au moins egaie a 60 % des chafnes qui constituent le lot B issu 
ae i a ^reparation II possede une masse moleculaire comprise entre 5,0.1 0 4 et 2,5.10 s Da. 

Dosage des acides uroniques 

Le N-acetylheparosane issu de I'etape e, a un taux d'acide uronique de 2,2 ^imole/mg. 
Spectrophotometrie dans le domaine de I'ultra violet et visible 

Le spectre obtenu permet d'aff irmer que le N-acetylheparosane obtenu contient moins de 1 % d'ADN. 
Dosage des proteines totales 

Le taux de proteines totales du lot B est inferieur a 1 %. 
Dosage des groupes amino libres (NH 2 ) 

Le taux de NH 2 est inferieur a 0, 1 u,mole/mg 
20 PREPARATION III 

Preparation d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire (Procede IN) 

1) Culture de la souche bacterienne Escherichia coli (K5) 

La culture de la souche Escherichia coli SEBR 32fi? * ete realisee selon la methode decrite dans la Pre- 
paration I. On obtient environ 12 I de culture contenant du N-acetylheparosane . 

2) Purification preliminaire 

Etape a - Centrifugation 

A la fin de la culture, on centrifuge la suspension obtenue a 8000 t/min. (soit entre 11000 et 14000 a) 
pendant 20 min. a/ 

£ta P e b - Mise e n contact avec une solution alcaline 

k, ^i^f centrlfu 9 ation ' ,e cu,ot est et le surnageant est mis en contact avec une solution de 

NaOH 0,1 N pendant environ 1 heure. 
Etape c - Pref titration 

La solution obtenue a I'etape precedente est soumise a une prefiltration sur filtre 3M® serie 300 en 
polypropylene. 

Eta P e d " Concentration sur membrane de seuil de coupure determine. 

onnnn e rI ,,trat 0bt6nU * V ** P * ° concen ^ Sur cartouche a fibres creuses Amicon®, seuil de coupure 
30000 Da ou equivalent. On obtient ainsi une solution concentree en N-acetylheparosane de haute masse 
moleculaire. 
Etape e - Dialyse 

On dialyse la solution concentree en N-acetylheparosane de haute masse moleculaire centre de I'eau 
ultra-purrfiee toujours sur systeme Amicon®, a un facteur de dilution tres eleve (> 10000). 

3) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire : 

On procede comme il est indique dans la Preparation I [ 2) Isolement et purification d'un N-acetylheparo- 
sane majorttairement de haute masse moleculaire, Etape c - Etape f] et on obtient un N-acetylheparosane (lot 
C) ayant des caracteristiques similaires a celles du lot A, ou comme il est indique dans la Preparation II f 2) 
Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire, Etape a - Eta- 
pe fj. 
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PREPARATION tV 

Proration d'un N- acetyl heparosan e maioritairement de haute masse moleculaire (Procede IV) 
5 1) Culture de la souche bacterienne Escherichia co[i (K5) 

, 0 B ' La composition du milieu C et du milieu D est precisee dans I. tableau III (cf. page suivante). 
On obtient ainsi environ 12 I de filtrat contenant du N-acetyl heparosane. 

2) isolement et purification d'un N-acety. heparosane majoritairement de haute masse mo.ecu.aire 

On procede comme i. est decrit dans la Preparation I, [2) Isolement et purif ication ; d'un N-acetylheparosane 
majoritairement oe naute masse molecuiaire, Etape a. Etape f]. On obt.ent a.ns. le lot D. 

3) Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu 

20 petemMnatign de la region des masses moleculairgs pgr chromatoqraphie d'exclusion 

. « Rhodes utilisees sont identiques a celles decrites dans la Preparation I [ 3) Caracterisation du N- 
J££^ST^ desoifferentes etapes de purification . Determination de la ^parfUon des 

110 Un 0 e D fiction pondera.e au moins ega.e a 75 % du lot D possede une masse comprise entre 1,0.10- et 
2,5.10 5 Da. 
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Dosage des acides uroniques 

Le taux decide uronique de 2,0 umole/mg. 
35 Dosage des groupes amino libre^^NHg) 

Le taux de NH 2 du lot est inferieur a 0,1 umole/mg 
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TABLEAU III 

Composition et preparation du milieu C et du milieu O 

MILIEU C 

Le milieu C est prepare par la reunion des trois solutions steriles ci-dessous ■ 
Solution N°1 

dans 700 ml d'eau ultra-purifiee dissoudre dans I'ordre : 

Complexant : N'rThs-(hydroxymethyl) methyl] glycine (Tricine commercialise 

parF,Uka ^ : ■ 360 mg 

**°* 7H 2° — . 280 mg 

CaC. 2 ,2H 2 0 I 

M ^2,6H 2 0 _ 1270 m g 

K2SO4 ___ 

KCI » m9 

25 .. ~ " ■ 5000 mg 

Mydrolysat de caserne (source principale d'acides amines) HY CASE SF 

(commercialise par Sheffield®) 25000 mg 

Extrait de levure (commercialise par Difco® ) 18000 mg 

30 Solution d'oligo-elements (cf tableau II, Preparation I) 1 m( 

Agent antimousse Struktol J673 (commercialise par Schill et Seilacher®) ■ 
quelques gouttes a la pipette Pasteur. 
^ Ajuster le pH a 7,4 avec une solution de KOH (d = 1 ,38) et completer a 850 ml 
avec de I'eau ultra-purifiee. Autoclaver le milieu 45 min a 120°C. 

Solution Nl°2 

40 Dans environ 40 ml d'eau ultra-purifiee, dissoudre 5 g de K 2 HP0 4 puis ajuster 
a 50 ml avec le meme solvant. Filtrer la solution obtenue a travers un filtre de 
porosite 0,2 urn. 



Solution N°3 

Dissoudre 20,7 g de glycerol dans une quantite adequate d'eau ultra-purifiee et 
ajuster le volume a 100 ml avec le meme solvant. Autoclaver a 1 10*C pendant 



so 30 minutes 



MILIEU D 

ss La preparation du milieu D est identique a celle du milieu C a la 

difference pres. qu'il convient d'ajouter en plus 20 g de tampon (pH = 7 2) 
acide 3-morpholinopropanesulfonique apres I'addition de I'agent anti-mousse 
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PREPARATION V 

Preparation d'un heparosane (d erive N-desacetyle a 40 %) , 

On dissout 3, 9 du N-ac.ty-heparosane *ot ^^^^^^^^ 

de I'eau ultra-purifiee, puis on la lyophil.se. , . wi , cx 

Apres la lyophilisation. on obtient 2,91 g de produ.t (lot E). 

Tame de N-desacetylation 

Le dosage des groupes amino iibres (NH 2 ) du produit obtenu apres lyophiiisation indique que le N-acetyl- 
heparosane a ete N-desacetyle a 40 %. 

PREPARATION VI 

Preparation d'un heparosane N-su lfate (derive N-desacetyle a 80 %) 

" Comme matiere premiere pour.es differences modifications chimiques, on utilise un N-acetyl heparosane 
appele lot F prepare selon le procede decrit dans la Preparation II. 
Le taux d'acide uronique de ce produit est de 2,41 umole/mg. 

E ^tsST^7Zl 33,5 ml de NaOH 2 N. On porte la solution a 50"C et on laisse r.agir 
" ^^^^l^^ HC, 2 N. On dialyse confre de feau u,tra- purine puis 

on lyophilise. 

On obtient ainsi 1,6 g de produit. 

— LTd ^SS es amino-libres (NH, indique que le N-acetylheparosane a ete N-d.sacety.e a 



80 %. 
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EtapeJ, - N-sulfatation preC edente dans 57 ml d'eau ultra-purifiee, on ajoute 

decrit dans la Preparation I puis, on lyophilise. 
40 On obtient ainsi 1.809 g d'heparosane N-sulfate (lot F1). 

PREPARATION VII 

est aiuste a 2.5 a 1 aide d HO 2 N. A la soiunon ag a (mount finale en 

d'azote. on aloute 0.276 ml dune solution aQuease de _n«. de — » la 

KsssriWi •zszz. »n *- - . ae da 
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On ajusie te pn ue id aw<u»«» « ■ »- 

sodium etl'on agite 15 heures a I'air libra, » "WP*^^" ,. ajde d . acide acetique a 10 %. 

Le borohydrure en exces est hydrolyse par ac.d.f .cation a pH 3.5 a I aide a acne ■ J 
On sourne^a solution reactionnel.e a une agitation pendant 15 minutes, puis on ajuste le pH a 7.0 a I 
de soude 2 N. 
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Le produit de la reaction est precipite par 4 volumes d'ethanol, centrifuge, lave a Methanol pur et seche 
sous vide a 60 °C. 

On obtient ainsi 980 mg d'heparosane N-sulfate (derives N-desacetyle a 80%) depolymerise de faible 
masse moleculaire ayant a I'extremite reductrice, un groupement 2.5 anhydromannitol (lot G). 

Determination de la repartition des masses moleculaires par HPLC d'exclusion sterique 

suivante 8 s Partiti0n ^ mSSSeS mo,<§culaires estd eterminee par HPLC d'exclusion sterique dans les conditions 
10 Colonne TSK 2000 (TOYO SODA). 

Phase mobile : Solution aqueuse de sulfate de sodium 0,5 M 
Debit : 1 ml/min. 
Detecteur UV a /. = 205 nm 

L'etalonnage est effectue a I'aide d'une gamme d'oligosaccharides, derives de I'heparine comme decrit dans 
la Preparation I [3- Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu a Tissue des differents etapes de purifica- 
t.on : Determination de la repartition des masses moleculaires par chromatographic d'exclusion sterique - Pre- 
miere met node). 

Certains resultats deduits du prof il d'elution sont rassembies dans le tableau IV ci-apres 
PM, represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 1 % du produit ait une masse mole- 
20 culaire superieure a PM,. 

PM 2 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 10 % du produit ait une masse mole- 
culaire superieure a PM 2 . 

PM 4 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 10 % du produit ait une masse mole- 
culaire inferieure a PM 4 . 

25 PM 5 represente la masse moleculaire telle qu'une fraction ponderale de 1 % du produit ait une masse mole- 
culaire mfeneure a PM 5 . 
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PM 3 represente la masse moleculaire correspondant au maximum d'absorpt 

TABLEAU IV 



ion. 
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Repartition des masses moleculaires du 
produit obtenu a la Preparation VII (Lot G) 




PM 1 


PM 2 


PM 3 


PM* 


PM 5 


35 


16939 


8843 


3716 


1757 


925 
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PREPARATION VIII 

Preparation d'un heparosane N-sulfate (deri ve N-desacetyle a 80 %) de faible masse moleculaire par 
depolymen sation par I'acide nitreux: ; (Concentration finale en nitrite : 0,03"M) 

On precede comme il est decrit dans la Preparation VII, en ajoutant 0,208 ml d'une solution de nitrite de 
sodium a 100 mg/ml au lieu de 0,276 mi. 

On obtient ainsi 990 mg de produit (lot H). 

La repartition des masses moleculaires est determinee par HPLC d'exclusion sterique, comme decrit dans 
la Preparation VII. Certains resultats deduits des prof iis d'elution sont rassembies dans le Tableau V. 
PM 1t PM 2? PM 3 , PM 4 et PM 5 , ont les significations donnees pour le Tableau IV. 

TABLEAU V 



Repartition des masses moleculaires du 
produit obtenu a la Preparation VII (Lot H) 


PM t 


PM 2 


PM 3 


PM 4 


PM 5 


19856 


11146 


5377 


2460 


1536 
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HEPAROSANES-N,Q-SULFAT£S 
EXEMPLE 1 

5 Heparosanes-N^O-sulfates ; derives N-desacetyles a 80 % a yant un taux de sulfation de 2,6 

Ptanp a - Formation du sel de tetrabutylammonium 

ga ^dta«lXm! de .'heparosane N-su.fate obtenu selon la Preparation VI (le N-acetymeparosane 
uti.isrcoZemaSr P remier 'etant prepare selon la Preparation IV). dans 100 ml d'eau On depose cette 
solut^n sT'ne colonne d'echange d'ions a base de polystyrene reticule par le d.v.ny benzene (Dowex 
50 W 8 de Dow Chemical® 20-50 Mesh) prea.ab.ement conditionnee en milieu acide de facer , . i regenerer 
fa forme acide du produit. Le pH de I'eluat est amene a 7 a .'aide d'une solut.on d'hydroxyde de tetrabu- 
$ZZ™n (40 % p/v). L'addition de la solution est arretee quand .'eluat est complement neutral.se 

(pH = 7). On lyophilise. 
15 Apres lyophilisation on obtient environ 1,3 g de seL 

^di^llfse'btenu a ,'etape precedente dans 80 ml de formamide. on ajoute 5,6 g de comp.exe 
trioxyde de soufre-pyridine (commercialise par Aldrich® sous .a ref. S755-6). On .a lS se reag.r 6 heures a 
3 Tc puifon a^e 1 6 m. de NaCI 2 M. On porte a P H 7 a raids d une solution de NaOH 5 N et on precpite 
par 2 volumesVethanol. On reprend le precipite avec une so.ution de NaCI 0,5 M on reprec.p.te avec 2 
volumes d'ethanol, on dialyse contre de I'eau ultra-purif iee et on concentre au Rotavapor. 

§!2E LTs"ofutton concentree obtenue a I'etape b est fractionnee par gel filtration en uti.isant une co.onne 
Sephacryl S 300 HR et en utilisant comme eluant une solution de NaCI 0,5 M. 

On recuei.le les fractions contenant un he P arosane-N,0-su.fate constitue de cha.nes ayartdes^, 
ses molecu.aires moyennes de 1 00000 a 200000 Da, comme aussi les fracfons contenant un 
N.O-sulfate constitue de chaines ayant des masses mo.ecula.res moyennes d env.ron 50000 Da et d en 

rchacu 0 n 0 e 0 deces trois fractions, on ajoute 5 volumes d'ethanol, on les soumet a une dialyse contre de 
I'eau ultra-purif iee et on soumet les solutions obtenues apres dialyse, a une lyoph.Usat.on. 
On nbtient ainsi 3 lots d'heparosane-N,0-sulfate : 

le To 1A est un heparosane-N.O-sulfate constitue de chaines ayant une masse molecula.re moyenne 
" de 1 50000 1 20000 P o Da. Cet heparosane-N.O-su.fate est constitue d'au moins 70 %en masse de cha. 
nes de masse mo.eculaire comprise entre 1.0.10- et 5,0.10s Da . On iso.e 0,140 g de cet heparosane- 

- ?e lot S 1B a ett un heparosane-N.O-su.fate constitue de chaines ayant une masse mo.eculaire moyenne 
d environ 50000 Da. Cet heparosane-M.0-su.fate est constitue d'au moins 70 % en masse de cha.nes 
de maTse molecu.aire comprise entre 2,0.10* et 1.0.10- Da. On iso.e 0.350 g de cet heparosane-N.O- 

- te'lSIc est un heparosane-N.O-sulfate constitue de chatnes ayant une masse mo.eculaire moyenne 
de 12000 Da. On isole environ 0,1 00 g de ce dernier produit. 

Les caracteristiques des trois .ots d-heparosane-N,0-su.fate decrits dans cet exemp.e sont rassemb.es 

dans le Tableau VI. 
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TABLEAU VI 

Caracteristiques des h6parosanes-N f O-sulfat6s 
correspondant aux lots 1A, 1B et 1C 





Taux d'acide 

uronique 
(^mole/mg) 


Taux de NH 2 
O/moie/mg) 


Taux de 
desacatylation 


Taux de 
sulfatation 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


Lot 1A 


1,48 


< 0,01 


80% 


2,6 


Lot 1B 


1,45 


< 0,01 


80% 


2,6 


LotfC 


1.45 


<0,01 


80% 


2,6 



Le taux de sulfatation, egalement appele rapport sulfate/carboxyle, est le nombre moyen de groupes sul- 
fate, contenus dans une structure disaccharidique, par groupe carboxyle contenu dans cette meme structure ■ 
il est mesure par la methode conduct imetrique de dosage du groupe sulfate et du groupe carboxyle decrite 
par B. Casu et al., dans Carbohydrate Research, (1975), 39, 168-176. 



EXEMPLE 2 
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Heparosanes-N,Q-s uifates ; derives N-desacetyles a 40 % ayant un taux de sulfatation de 2,1 

30 Etape a - Formation du sel de tetrabutylammonium : 

On utilise comme matiere premiere, un heparosane, prepare selon la Preparation V (lot E) et on pro- 
cede selon la methode decrite dans I'Exemple 1 , Etape a. Le N- acetyl heparosane utilise comme matiere 
premiere pour la preparation d'heparosane a ete prepare selon le precede de la Preparation I 
Etape b - N f O-sulfatation partielle : 

On dissout 421 mg du sel obtenu a I'etape precedente dans 35 ml de dimethylformamide et on ajoute 
3,71 g de complexe trioxyde de soufre- pyridine. On laisse reagir sous agitation pendant 6 h a temperature 
ambiante. A un volume du milieu reactionnel on ajoute du chlorure de sodium jusqu'a I'obtention d'une 
solution de concentration 0,33 M en chlorure de sodium, puis 2 volumes d'ethanoi. On laisse se former 
le precip.te. On centrifuge et on elimine le surnageant Le culot de centrifugation est repris dans une so- 
lution de NaCI 0,5 M, qu'on neutralise. On ajoute ensuite 2 volumes Methanol. On laisse se former le pre- 
cipite, on centrifuge et on reprend le culot de centrifugation avec de I'eau ultra-purif iee. 
On dialyse contre de I'eau ultra-purif iee et on lyophilise. 
Le lyophilisat obtenu presente les caracteristiques suivantes : 
* taux de NH 2 fibre : 0,10 ujnoie/mg 
45 * taux de sulfatation : 1 ,9 par unite disaccharidique 

Etape c - N-sulfatation totale 

On melange dans un volume de 20 ml d'eau ultra-purif iee par gramme de produit N.O-sulfate engage 
1 partie ponderale de produit N t O-sulfate, 1 partie ponderale de bicarbonate de sodium, 1 partie ponderale 
du complexe trioxyde de soufre- trim ethyl amine et on laisse reagir a 55°C sous agitation pendant 20 h On 
so dilue ensuite le melange reactionnel (facteur de dilution 10), puis on ajuste la conductivite de la solution 

obtenue £ celle d'une solution de chlorure de sodium 0,5 M. 

Ensuite sont realisees une precipitation par ajout de 2 volumes d'ethanol, une centrifugation suivie 
d'une reprise des culots de centrifugation par une solution de NaCI 0,5 M, puis une seconde precipitation 
par ajout de 2 volumes d'ethanol. Apres reprise dans de I'eau ultra-purif iee et dialyse contre de I'eau ultra- 
55 purif iee, le produit est lyophilise et seche £ 40°C sous vide. 

Le lyophilisat obtenu (lot 2) presente les caracteristiques suivantes : 

* taux de NH 2 libres : 0,02 u.mole/mg 

* taux de sulfatation : 2,1 par unite disaccharidique 
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On constate que le taux de NH 2 residue! (0.02 umoie/mg) , estfaiole et inferieur a celui de I'heparosane- 
N ollS! otienu a Tissue de rtap. de la N.O-sulfatation partielle. Ceia demontre le caractere total de 

13 ^ 2 "^SS 70 % en masse, de chaines de masse moleculaire compnse entre 2.0.1C 
Da et 2,5.10 s Da. 

EXEMPLE 3 

Heparosane-N.O-sulfate ; Derive desacetyle a 80 % a vant »n taux de sulfation de 2,6 

Comme matiere premiere, on utilise 3,35 g d'un heparosane-N-sulfate, prepare selon le precede decrit 

^"ce : 0 ? P " oXiVLS de 4 g d'un N -acety,h,parosane pr.par* se.on ,e proced, d.crit dans 

" P Sep a a t ;os n ane-N-su.fate utilise comme matiere premiere est constitue a 70 % de chaTnes ayant une masse 
moleculaire comprise entre 20000 et 150000 Da, et presente les caracteristiques su.vantes : 

* Taux d'acide uronique : 1,5 umoie/mg 

* Taux de NH 2 libres : 0 t 10 umoie/mg 

* Taux de desacetylation : 80 % 

Ftanp a - Formation du sel de tetrabutyiammonium . 
^^dissout rheparosane-N-sulfate dans 400 ml d'eau u.tra-purifiee etl'on precede comme >l est decnt 

dans I'Exemple 1 (Etape a). 

Apres lyophilisation, on obtient 6 t 66 g de sel. 

du se. obtenu a .'etape pr.cedente dans 20 ml de formamide et on ajoute 1 g du 
complexe trioxyde de soufre-pyridine, puis I'on precede comme il est decnt dans .'Exemple 1 , (Etape b,. 
On obtient ainsi 260 mg d'un heparosane-N.O-su.fate. «i. t .h.«.. vn 

Les caracteristiques de cet heparosane-N.O-sulfate (lot 3) sont md.quees dans le Tableau VII. 

TABLEAU VII 
Caracteristiques du produit correspondant au lot 3 
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Taux d'acide 


Taux de NH 2 


Taux de 


Taux de 






uronique 


(nmole/mg) 


d6sac6tyiation 


sulfatation 






(pmole/mg) 






(rapport sulfate 


40 










/cartooxyle) 




Lot 3 


1,50 


<0,02 


80% 


2,60 



45 



50 



La repartition des masses moleculaires des chaines qui constituent I'heparosane-N O-sulfate du lot 3 est 
6*e^TpTcL™to 9 rame d'exclusion sterique se.on la technique decrite dans la Preparat.on I (Pre- 

m ™rmo,,cu,airecorrespondanta^ 

3 contient au moins 70 % en masse de chaines de masse molecu.a.re compnse « Da « W.10-D.. 
et au moins 60 % en masse, de chatnes de masse molecula,re compnse entre 4.5.10- et 2,5.10 Da. 
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UTILISATION PES HEPAROSANES N- SULFATES ET PES HEPARQSANES-N.O-SULFAT ES DE HAUTE 
MASSE MOLECULA1RS PO UR LA PREPARATION PES HEPAROSA NES-N ^SULFATES nr cai P | j 
MASSE MOLECULAIRE ~~ ~ 



EXEMPLE 4 



Preparation d'un heparosan e-N,Q-sulfate de faible masse moleculaire a partir d'un heparos ane-N O- 
sulfate de haute m asse moleculaire ; Derive desacetyle a 80 % ayant un taux de sulfation de 2.5 

10 Etapea- Formation du sel de tetra butyl ammonium 

On procede comme il est decrit dans I'Exemple 1, etape a, en utilisant 5 g de I'heparosane N-sulfate 
obtenu selon la Preparation VI et les quantites de solvants et de reactifs adequates. 

Apres lyophilisation, on obtient environ 9,3 g de sel 
Etape b- O-sulfatation 

15 8,1 0 g du sel de tetrabutylammonium precedemment obtenu sont dissous dans 450 ml de formamide 

anhydre. La solution est passee sur une colonne de 290 ml, de tamis moleculaire 4 A. On y ajoute alors 
27 g de complexe trioxyde de soufre-pyridine, et on incube 6 heures a 30°C. 

On additionne alors une quantite adequate d'une solution de NaCI 2 M, pour que le milieu reactionnel 
ait une concentration finale en chlorure de sodium egale a 0,5 M. On neutralise ensuite a I'aide de NaOH 
20 1 N, et on precipite par 2 volumes d'ethanol. 

On reprend le precipite avec une solution de NaCI a 0,5 M et on reprecipite avec 2 volumes d'ethanol. 
Apres centrifugation, le culot est repris dans un volume minimum d'eau et dialyse pendant 15 heures. La 
solution obtenue apres dialyse est ensuite soumise a une lyophilisation. 

On obtient ainsi 5,8 g de produit. 
Etapec- Depolymerisation par I'acide nitreux (concentration finale en nitrite : 0,035 M) 

2 g de produit obtenu a I'etape b sont dissous dans 17 ml d'eau ultra-purifiee a 22°C. La solution est 
degazee par mise sous vide pendant une heure. Elle est ensuite agitee vigoureusement sous flux d'azote 
le pH est abaisse a 2,5 a I'aide d'HCI 5 N et 0,484 ml de nitrite de sodium a 100 mg/ml sont ajoutes. 

Le pH est immediatement reajuste a 2,5 et le volume est complete a 90 ml a I'aide d'eau ultra pure 
(concentration finale de la solution reactionnelle en nitrite de sodium egale a 0,035 M). 

L'agitation est maintenue 3 heures a temperature ambiante sous courant d'azote. Le pH est ensuite 
amene a 7,0 au moyen de soude 5 N et 0,4 g de borohydrure de sodium sont ajoutes. La solution est agitee 
15 heures a I'air libre. Le borohydrure de sodium en exces est ensuite detruit par acidification a pH 3 5 a 
I'aide d'acide acetique a 30 %. La solution reactionnelle est ensuite soumise a une agitation violente pen- 
35 dant 15 minutes a Pair libre et le pH est ajuste a 7 par addition de soude 5 N. 

L'heparosane fragmente est recupere par precipitation a 4 volumes d'ethanol, centrifugation, lavage 
a I'ethanol sur entonnoir de buchner fritte, et sechage sous vide a 60°C. 

On obtient ainsi 8,7 g de produit. 
Etape d- Gel-filtration 

1 ,6 g de produit obtenu a I'etape c sont dissous dans 15 ml de NaCI 0,5 M et gel-filtre sur colonne de 
5 cm x 1 00 cm de Sephacryl S 200 HR (PHARMACIA) preaiabiement equilibree avec du NaCI 0,5 M (debit 
de 8 ml/min). L'eluat est collecte en 30 fractions de 40 ml. La masse moleculaire des fragments d'heparo- 
sane-N,0-su!fate de chacune des fractions est evaluee par HPLC d'exclusion sterique sur une colonne 
TSK 2000, selon la methode decrite dans la Preparation VII. 

Les fractions ayant une masse moleculaire moyenne comprise entre environ 5500 et 8000 Pa sont 
regroupees. 

Le produit contenu dans ces fractions est recupere par precipitation a 4 volumes d'ethanol, centrifu- 
gation, dialyse et lyophilisation. 

Les caracteristiques de cet heparosane-N,0-sulfate de basse masse moleculaire (lot 4) sont indi- 
50 quees dans le Tableau VIII. 
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TABLEAU VIII 



Caracteristiques du produit correspondant au lot 4 



10 





Taux d'acide 

uronique 
(jjmoie/mg) 


Taux de NH 2 
(pmole/mg) 


Taux de 
desacetylation 


Taux de 
sutf atation 
(rapport sulfate 
/cartooxyle) 


Lot 4 


1,40 


< 0,02 


80% 


2,50 



J5 



La repartition das masses moleculaires des chaines qui constituent I'heparosane-N O-sulfate de basse 
masse moleculaire (Lot 4) est indiquee dans le Tableau IX. Elle a ete evaluee par HPLC d'exclusion stenque 
comme decrit dans la Preparation VII. 

20 PM„ PM 2 . PM3. PM4 et PM 5 . ont les significations donnees pour le Tableau IV. 

TABLEAU IX 
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Repartition des masses moleculaires du 
produit correspondant au lot 4 




PM 2 


PM 3 


PM 4 


PM 5 


14887 


9445 


6912 


5067 


2754 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



EXEMPLE 5 

Proratio n d'un heparosane-N.O-sulfate de faible m asse moleculaire a partir d'un heparosane N-sul- 
fate de haute ma sse moleculaire ; Derive desace t vle a 80 % ayant uTTtaux de sulfa^ onje^ 

Etape a- Depolymerisation d'un heparosane N-sulfate. derive N-desacetyle a 80 %. par Tacide nitreux 

(concentration finale en nitrite : 0,035 M) 

9 q d'un heparosane N-sulfate identique a la Preparation VI sont dissous dans 85 ml d eau ultra pu- 
rifiee a 22°C. La solution est degazee par mise sous vide pendant une heure. Elle est ensuite ag.tee v,- 
goureusement sous flux d'azote, le P H est abaisse a 2,5au moyen d'HC. 5 N et 2,17 ml de n.trrte de sodium 
1 100 mg/ml sont ajoutes. Le pH est immediatement reajuste a 2,5 et le volume est complete : .90 m a 
I'aide d'eau ultra pure (concentration finale du milieu reactionnel en nitrite de sod.um egale a 0,035 M) 

L'agitation est maintenue 3 heures a temperature ambiante sous courant d'azote. Le pH est ensuite 
amene a 7,0 au moyen de NaOH 5 N et 1 ,8 g de borohydrure de sodium sont ajoutes. La solution est ag, tee 
1 5 heures a lair libre. Le borohydrure en exces est ensuite d6truit par acidification a pH 3,5 a I aide d ac.de 
acetique a 30 %. La solution reactionnelle est ensuite soumise a une agitation violente pendant 1 5 m.nutes 
a lair libre. Le pH est ajuste a 7,0 par addition de NaOH 5 N. a B(ri . ina 

L'heparosane N-sulfate fragmente est recupere par precipitation par 4 volumes d ethanol, centnfuga- 
tion, lavage a I'ethanol sur entonnoirde buchnerfritte, et sechage sous vide a 60°C. 

8,7 g de produit sont f inalement obtenus. 

La repartition des masses moleculaires des chalnes qui constituent l'heparosane N-sulfate (denve 
N-desacetyle a 80 %) obtenu. de faible masse moleculaire (Lot 5A) a ete evaluee par HPLC d exclus.on 
sterique comme decrit dans la Preparation VII. 

Les resultats deduits du profil chromatographique sont indiques dans le tableau X. PM„ pm 2 , km,, 
PM 4 et PM 5 , ont les significations donn6es pour le Tableau IV. 
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TABLEAU X 
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15 



20 



25 



Repartition des masses moleculaires du 
produit correspondant au lot 5A 


PM 1 


PM 2 


PM 3 


PM 4 


PM 5 


142B2 


8999 


3805 


2177 


1536 



Toutes les chames dont l'heparosane N-sulfate du lot 5A est constrtue, contiennent a I'extremite re- 
ductrice une structure de formule (c) dans laquelle G represente un atome d'hydroqene 
Etapeb- Gel-filtration 

1,6 g de produit obtenu a I'etape precedente sont dissous dans 15 ml de NaCI 0,5 M et gel-filtre sur 
colonne de 5 cm x 1 00 cm de Sephacryl S 200 HR (PHARMACIA) prealabfement equilibree avec du NaCI 
0,5 M, avec un debrt de 8 ml/min. L'eiuat est coilecte en 30 fractions de 40 ml. La masse moleculaire des 
fragments d'heparosane de chacune des fractions est evaluee par HPLC d'exclusion sterique sur une co- 
lonne TSK 2000, seion la methode decrite dans la preparation VII. 

Les fractions ayant une masse moleculaire moyenne comprise entre environ 5000 et 7000 Da d'une 
part (lot 5B1), et entre 3500 a 5000 Da d'autre part (lot 5B2), sont regroupees. 

L'heparosane N-sulfate et fragments contenu dans les lots 5B1 et 5B2 est recupere par precipitation 
a 4 volumes d'ethanol, centrifugation, dialyse et lyophilisation. 

On obtient finalement 0,5 g correspondant au lot 5B1 et 0,45 g correspondant au lot 5B2. 

La distribution moleculaire de ces deux heparosanes est analysee par HPLC d'exclusion sterique 
comme decnt dans la Preparation VII et les resultats sont donnes dans le Tableaux XI. 

PMl PM 2 , PM 3 , PM 4 et PM 5 , ont les significations donnees pour le Tableau IV. 

TABLEAU XI 
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Repartition des masses moleculaires des produits correspondant 

aux lots 5B1 et 5B2 



35 



40 







PM 2 


PM 3 


PM 4 


PM 5 


Lot 5B1 


9943 


8051 


6357 


4611 


2460 


Lot 5B2 


7800 


6236 


4088 


2400 


1536 



45 



50 



55 



Etapec- O-sulfatation des fragments d'heparosane N-sulfate, N-desacetyle de faible masse moleculaire 
840 mg du lot 5B1 sont convertis en sei de tetrabutyl ammonium par passage sur resine Dowex, prea- 

lablement acidifiee, et neutralises par rhydroxyde de tetrabutyl ammonium. 
Le sel de tetrabutylammonium est recupere et lyophilise. 

ProcedS I : Sulfatation par le complexe trioxyde de so uf re- pyridine 

420 mg de l'heparosane N-sulfate N-desacetyie sous forme de sel de tetrabutylammonium precedemment 
obtenu sont dfssous dans 42 ml de formamide anhydre (la masse indiquee correspond a rheparosane N-sul- 
fate, N-desacetyle sous forme non salifiee). La solution est passee sur une colonne de 15 ml, de tamis mole- 
culaire 4 A. On y ajoute alors 1 ,4 g de complexe trioxyde de soufre- pyridine, et on incube 6 heures a 30*C 

On additionne alors 9 ml d'une solution de NaCI a 2 M, et on neutralise ensuite a I'aide de NaOH 1 N 

L'heparosane-N,0-sulfate est precipite par 2 volumes d'ethanol, est centrifuge, redissous dans 10 ml de 
NaCI a 0,5 M et de nouveau reprecipite avec 2 volumes d'ethanol. Apres centrifugation, le culot est repris dans 
un volume minimum d'eau et diaJysS pendant 15 heures. 

Le produit est finalement lyophilise. 
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On obtient 470 mg d'heparosane-N .O-sulfate (lot 5C1 a). Les caracteristiquss de ce produit sont identiques 
a celles de I'heparosane-N, O-sulfate (lot 4) decrit dans I'exemple 4. 

Procede II : Suifatation par I'acide chlorosulfonique 

Les 420 mg de Sparine N-sulfate. N-desacety.e sous forme de se. de tetrabutylammonium restants sont 
dissous dans B ml de formamide anhydre (la masse indiquee correspond a I'heparosane N-sulfate, N-desa- 
S sous forme non salifiee). La solution est passee sur une co.onne de 15 ml de tam.s moleculaire 4 A et 
ZeSe dans un baHon a thp.e tubu.ure raccorde a une garde de chlorure de oa.aurn. On^ ^oute ensmte 346 
io d de ovridine anhydre. En agitant le melange vigoureusement. on coule alors tres lentement .256 mg d I ac.de 
cmorosS "que en so.ution'dans 1 ml de dichloromethane, en veiUant a ce que la tempera^ du melange 
riacttonnel n'excede pas 35°C (duree de faddition : 15 minutes). La solut.on est ensu.te ag tee 2 heures a 
temSre aXante On additlonne ensuite 10 ml de Nad 0,5 M et la solution est neutrahsee par la soude 

« 1 N 'L'heoarosane-N O-sulfate est precipite par 2 volumes d'ethanol. centrifuge et redissous dans 10 ml de 
Naa 0 5 M?arte suite, i. est precipite de nouveau par 2 volumes d'ethano, et centrifuge Le cu.ot est repns 
dans un volume minimum d'eau et dialyse extensivement pendant 15 heures. 
Apres lyophilisation, on obtient 430 mg de produit appele lot 5C1b. 

Les caLteristiques de cet heparosane-N.O-sulfate de faible masse molecula.re sont .nd.quees dans le 
20 Tableau XII. 
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TABLEAU Xll 

Caract6ristiques du produit correspondant au lot 5C1b 





Taux d'acide 

uronique 
(^mole/mg) 


Taux de NH 2 
(jimole/mg) 


Taux de 
desacetytation 


Taux de 
suifatation 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


Lot 5C1b 


1,50 


<0,02 


80% 


2,90 



La repartition des masses mo.ecu.aires des chatnes qui constituent rheparosane-N ^sulfate du lot 5C 1 b 
a et«i evaiuee par HPLC d'exclusion sterique selon la methode decrite dans la Preparat.on VI. et est md.quee 

dans le Tableau XIII. 

PM„ PM 2 , PM 3> PM 4 et PM 5 , ont les signif ications donnees pourle Tableau IV. 

TABLEAU XIII 



Repartition des masses moleculaires du 
produit correspondant au lot 5C1b 




PM 2 


PM 3 


PM 4 


PM 5 


11881 


9116 


7253 


5513 


3056 



50 



Da. 



Ce produit est constitue a 70 % de chaines ayant une masse moleculaire comprise entre 8792 et 5900 



55 Revendications 

1. Heparosanes-N.O-sulfates constitues par des chaines ou par un melange de chaines de masse molecu- 
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laire entre 1.5.10* et 4,0.106 Da. caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule I : 
CH 2 OG COOH 

-O ^ 

(I) 




NHE 

dans iaquelle, 



3. 



E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N.O-sulfates, un grou- 
pe acetyle. et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventuellement un ato- 
me d'hydrogene. 
- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

et les sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates. 

Heparosanes-N.O-sulfates selon la revendication 1 , caracterises en ce que E represente un groupe ace- 
tyle et un groupe sulfate. a w 

Heparosanes-N.O-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 et 2. caracterises en ce que le 
degre de sulfatation. exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1 ,5 et 3.0. 

Heparosanes-N.O-sulfates selon la revendication 1, constitues par des chaTnes ou par un melange de 
chaines de masse moleculaire entre 1 ,5.1 0* et 4,0. 1 0* Da, caracterisees par une structure disaccharidique 
repetee oe formule I : 

CH 2 OG 

°\ ^ °\ /~\ 

(I) 




NHE 0G 



dans Iaquelle, 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N.O-sulfates un grou- 
pe acetyle, et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventuellement un ato- 
me d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

le degre de sulfatation, exprime comme rapport sulfate/carboxyle etant de 1,5 a 3,0, 
les deux extremites, reductrice et non reductrice des chaines desdits heparosanes-N.O-sulfates 
etant des unites uroniques sulfatees ou non, de la glucosamine sulfatee ou non. ou de la N-acetyl Gluco- 
samine, sulfatee ou non, a 

et les sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates. 

5. Heparosanes-N.O-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterises en ce que le 
groupe ac6tyle des unites disaccharidiques est present a un taux inferieur ou 6gal & 60 %. 

6. Heparosanes-N. O-sulfates selon la revendication 1 . caracterises en ce qu'ils contiennent moins de 02 
umole/mg de groupe amino libra (NH 2 ). 

7. Heparosanes-N.O-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 a 3. constitues par au moins 70 
/o en masse de chafnes de masse moleculaire entre 1,0.10 s et 5,0.10 s . 

8. Heparosanes-N.O-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, constitues par au moins 70 
% en masse de chaTnes de masse moleculaire entre 2.5.10 4 Da et 2,5.10 s Da. 
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Heoarosanes-N.O-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 constitues par au moins 70 
% en masse de chaines de masse moleculaire entre 2.0.10* Da et 1,0.10' Da. 

Composition d'heparosane-N.O-sulfate caracterisee en ce qu'eHe content au moins 70 % en masse d'un 
heparosane-N.O-sulfate selon I'une quelconque des revend.cat.ons 1 a 9. 

Precede de preparation d'une composition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane-N.O-su.fate selon 
la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la sequence des etapes su.vantes : 

- etape a : culture d'une souche d'E^cherichiacoli (K5), 

. iSpe-p : isolement et purification - precede ou non d'une purification prel.mma.re - du N-ace^he- 
££?„. forme pour obtenir une composition contenant 70 % a 1 00 % d'un ^^^w 
haute masse moleculaire constitue par un melange de chatnes de masse molecule re entre 1 ,0.10- 
et 2.0.1 0* Da. caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule II: 




(II) 



NHCOCH 



etaoe c desacetylation partielle de cette composition de N-acetylheparosane pour obten.r une 
colfcsition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue parun melange de cha.nes de ma^ 
S moleculaire entre 1.0.10- et 2.0.1* Da. caracterisees par une structure disacchand.que repetee 



de formule III 



COOH 

on) 




dans laquelle R' represente. dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyle. et dans 
les unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene, 

^TioiTune N-su.fatation totale ou partielle pour obtenirune composition contenant 70 a 100 % ^d'un 
hiparosane N-sulfate constitue par un melange de chaines de masse molecula.re entre 1.0.10- 
et 2.0.106 Da caracterisee par une structure disaccharidique repetee de formule IV : 




NHE 



OH 



dans laquelle E represente dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques un groupe acjtyle et , dans 
les unites disaccharidiques restantes un groupe su.fate et eventual. erne nt 

cette etape de N-sulfatation partielle ou totale etant suivie d'une etape de O-su.fatat.on part.elle 
ou totale, 

soitune N.O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane, 



31 




EP 0 544 592 A2 



12. 



10 



15 



20 



25 



- soft une N,0-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-sul- 
fatation totale, 

et comports eventuellement une ou plusieurs etapes de fraction nement des masses moleculaires effec- 
tives a la fin des etapes a, b, c ou d. 

Precede selon ia revendication 11 caracterise en ce que la souche d' Escherichia coli (K5) est la souche 
3282 (deposee aupres de ia CNCM de I'lnstitut Pasteur. Paris, France, sous le N° 1-1013) ou un 
mutant de cette souche, soit spontane soit induit. 

13. Precede selon ia revendication 11 caracterise en ce que la culture de ia souche d 'Escherichia coli <K5) 
est effectuee dans un milieu de culture riche en glycerol. 

14. Precede selon ia revendication 11, caracterise en ce que I'isolement et la purification du N-acetylhepa- 
rosane, comprennent au moins une etape de precipitation alcoolique, et au moins une etape de chroma- 
tographie d'echange d'ions. 

15. Precede selon ia revendication 11 , caracterise en ce que I'isolement et ia purification du N-acetyihepa- 
rosane sont realises a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a^ : Precipitation par I'ethanol, 

- etape b, : Dialyse, 

- etape ^ : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape 6^ : Purification par chromatographic d'echange d'anions, 

- etape 6l : Precipitation par I'ethanol de I'eluat obtenu par I'etepe d„ deshydratation, sechage et 
broyage, s 

dans lequel une des etapes a n ou c 1 peut etre supprimee. 

16. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que i'isolement et la purification du N-acetylhepa- 
rosane sont realises a I'aide d*un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a*! : Dialyse, 

" 6tape b ' 1 : Purification en milieu acide, elimination des impuretes insolubles dans des solutions 
30 aqueuses de pH 3,5 et pH 1 ,8, ~ ^ 

- etape c*-, : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape d' t : Hydrolyse alcafine et dialyse, 

- etape e', : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape f 1 : Purification par chromatographie d'exclusion 

35 

17. Proc6d6 selon la revendication 11 , caracterise en ce que le N-acetylheparosane obtenu de la culture d'une 
souche d' Escherichia coli (K5) est soumis avant I'isolement et la purification a une purification prelimi- 
naire, realisee a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a", : Centrifugation de la suspension obtenue a la fin de la culture, 
#> - etape b", : Mise en contact du surnageant avec une solution alcaline, 

- etape c", : Prefiltration, 

- etape d'\ : Concentration sur membrane de seuil de coupure determine, et eventuellement, 

- etape e", : Dialyse. 

45 18. Composition pharmaceutique contenant comme principe actif un heparosane-N.O-sulfate selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 9, en association ou en melange avec un excipient inerte, pharma- 
ceutiquement acceptable. 

19. Composition pharmaceutique contenant comme principe actif une composition d'heparosane-N.O-sulfate 
a, selon la revendication 10 en association ou en melange avec un excipient inerte, pharmaceutiquement 

acceptable. 
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Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des revendications 18 et 19 utilisable pour la regu- 
lation de ia coagulation. 

21. Utilisation des heparosanes-N,0-sulfates de haute masse moleculairedeformule I, selon la revendication 
1, pour la preparation, apres fragmentation, des heparosanes-N.O-suifates de faible masse moleculaire 
inferieure a 1.5.10 4 Da, et comprise entre 1.5.10 3 et 1,5.10/* Da. 
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Utilisation des heparosanes N-sulfates. composes de formule IV, selon la revendication 11, pour la pre- 
paration, apres fragmentation, des heparosanes-N.O-sulfates de faible masse moieculaire, infeneure a 
1,5.10* Da, et comprise entre 1,5.10 3 et 1.5.10 4 Da. 
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